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摘要 : 枯草 芽 胞 杆菌 Bacillus subtilis 常 被 用 于 表达 杀 忠 和 抗菌 蛋白 。 为 了 探讨 苏 云 金 芽 胞 杆菌 B. thuringiensis 营养 
期 杀 虫 蛋白 基因 (vip34) 在 枯草 芽 胞 杆菌 中 的 表达 情况 ,促进 杀 忠 防 病 工程 菌 构建 ， 将 枯草 芽 胞 杆菌 168 菌株 核糖 
体 小 亚 基 S4 蛋白 基因 的 启动 子 与 苏 云 金 芽 胞 杆菌 WB7 菌株 vip3A 基因 的 编码 序列 连接 ， 插 和 人 大 肠 杆菌 Escherichia 
coli 与 枯草 芽 胞 杆 苦 穿梭 载体 pAD123 ， 得 到 重组 原核 表达 质粒 pPADpvip， 将 重组 质粒 转化 枯草 芽 胞 杆菌 标准 菌株 
168 和 分 离 自 辣椒 体内 的 生 防 内 生 枯草 芽 胞 杆菌 BS-2 菌株 中 ， 获 得 工程 菌株 。SDS-PAGCE 分 析 表 明 在 枯草 芽 胞 杆菌 
168 菌株 的 部 分 工程 菌株 中 有 约 88 kDa 大 小 的 VIP 条 带 ， 而 BS-2 的 工程 菌株 中 未 见 相应 的 条 带 ， 表 明 Vip3A 和 蛋白 
仅 在 168 菌株 中 表达 。 生 物 测 定 表明 有 5 株 168 的 工程 菌株 (168vip14，6) 表现 较 高 的 杀 虫 活性 ， 工 程 菌 株 发 酵 稀 
释 液 ( 约 10'CFU/mL) 处 理 的 小 白菜 叶片 饲 喂 斜纹 夜 蛾 2 龄 幼虫 72 h 的 杀 虫 效果 可 达 87. 64% ~92. 13% , [H vip3A 3& 
因 转 和 人 内 生 枯 章 芽 胞 杆菌 BS-2 中 不 表现 杀 虫 作用 。 毒 力 测定 表明 168vip2 菌株 对 斜纹 夜 蛾 2 龄 幼虫 72 h 的 LCso 为 
0. 0194 mLZmL。 这 些 结果 为 进一步 研究 基因 在 枯草 芽 胞 杆菌 中 的 表达 构建 杀 虫 防 病 工程 菌 打 下 了 基础 。 
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Expression of a vegetative insecticidal protein gene vip3A from Bacillus 


thuringiensis in B. subtilis 
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Abstract: Bacillus subtilis is commonly engineered to express insecticidal and antagonistical proteins. In 
order to develop a B. subtilis strain that expresses Vip3A protein and construct insecticidal and 
antagonistical strains, we fused a vip3A gene isolated from a B. thuriginensis strain WB7 to a promoter 
derived from the ribosomal subunit protein S4 promoter of B. subtilis strain 168, and then inserted this 
expression cassette into pAD123 an Escherichia coi-B. subtilis shuttle vector. An obtained plasmid 
(pADpvip) was then introduced into B. subtilis strain 168 and an antagonistic endophytic strain BS-2 which 
was isolated from chili pepper ( Capsicum annum L. ). Detection of vip3A expression by SDS-PAGE showed 
that an 88 kDa band appeared in the protein samples prepared from the pADpvip transferred cells of the 
strain 168, but was not shown in the samples of strain BS-2 that contained the same plasmids, indicating 
that the vip3A was only expressed in strain 168. Fermentation broths of engineered strains derived from 
strain 168 and BS-2 were subsequently tested for their insecticidal activities. Second-instar larvae of oriental 
leafworm ( Spodoptera litura) were fed with Chinese cabbage leaves treated with the bacterial suspensions at 
a concentration of 10 CFU/mL. The suspension of five engineered strains ( 168vipl-4, 6) derived from 
strain 168 resulted in 87. 64% — 92. 13% larval mortality at 72 h after treatment, while the fermentation 
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broths of the transferred strain BS-2 showed no toxicity to the larvae. The results of toxicity test showed that 
the 72-h LC. value of strain 168vip2 for the 2nd-instar larvae was 0. 0194 mL/mL. These results lay the 


foundation for further work to improve expression of the Vip3A proteins in B. subtilis strains and to construct 


a B. subtilis strain that expresses both Vip3A and antagonistical proteins. 


Key words: Bacillus thuringiensis; Bacillus subtilis; vegetative insecticidal protein; heterologous 


expression; insecticide activity 


JNzx4 ERR B Bacillus thuringiensis (Bt) 是 人 研 
JURA. MHE ULBJAEBISUEY). B Bt tl 
剂 长 期 广泛 的 使 用 及 转基因 植物 大 面积 推广 种 植 ， 
害虫 对 其 杀 虫 晶体 蛋 折 的 抗 药性 问题 已 突显 出 来 。 
1996 FERE Bt 菌株 中 发 现 了 在 遗传 和 杀 上 忠 机 理 
上 与 其 杀 虫 晶体 蛋白 均 不 相同 的 杀 忠 蛋白 即 营养 期 
杀 虫 重 日 (vegetative insecticidal proteins, VIPs) ， 该 
类 和 蛋白 对 小 地 老虎 Agrotis ypsilon, WH 3 Tx IR 
Spodoptera exigua, p3 $, Helicoverpa armigera， 草 
WARR S. frugiperda TUA ZFT SK Heliothis virescens 
等 鳞 这 日 夜 蛾 科 害 虫 具 有 广 谱 和 特异 的 杀 忠 活性 ， 
是 一 类 广 谱 高 活性 的 新 型 杀 虫 蛋 日 (Estruch et al., 
1996, 2000; Selvapandiyan et al., 2001; Lee et al., 
2003 ) 。 由 于 许多 夜 蛾 科 害 虫 的 耐 药性 强 ， 是 农林 
害虫 防治 中 比较 棘手 的 问题 (于 思 勤 ，1998 ) ， 
JG, vip 基因 的 人 研究 和 利用 可 为 夜 蛾 科 害 忠 的 防治 
提供 新 的 途径 ; 另外 ，VIPs 与 杀 上 忠 唱 体 和 蛋白 的 杀 
忠 活 性 和 作用 机 理 不 同 ， 利 用 Bt vip JE DS T9 $828 
微生物 工程 菌 和 转基因 植物 ， 对 延 绥 害虫 抗 性 产生 
及 克服 转基因 抗 虫 植物 的 杀 虫 基因 种 类 单一 、 杀 虫 
谱 罕 等 缺点 具有 重要 意义 (Singh et al., 2008; Sena 
et al., 2009 ) 。 

枯草 芽 胞 杆菌 是 一 种 广泛 存在 于 自然界 、 对 人 
冀 无 毒 、 不 污染 环境 、 对 许多 植物 病原 生物 具有 持 
抗 作 用 的 微生物 (Emmert and Handelsman, ，1999 ) 。 
枯草 芽 胞 杆菌 制剂 已 经 在 黄瓜 、 辣 椒 、 小 麦 、 玉 米 
等 农作物 上 显示 出 很 好 的 病害 防治 效果 ， 目 前 有 4 
株 桔 草 芽 胞 杆 亢 谓 株 在 EPA 进行 了 产品 登记 ， 国 
内 也 有 百 抗 、 麦 丰 宁 、 纹 曲 宁 等 枯草 芽 胞 杆菌 制剂 
用 于 植物 病害 的 防治 。 由 于 枯草 芽 胞 杆菌 生长 快 、 
营养 简单 且 产 生 耐 热 、 抗 逆 芽 胞 等 特征 ， 使 其 批量 
生产 加 工 简 单 、 成 本 较 低 、 使 用 方便 、 储 存 期 长 ， 
已 成 为 了 一 种 理想 的 生 防 细菌 。 由 于 生产 上 病虫害 
往往 是 复合 发 生 为 害 ， 人 们 试图 通过 构建 工程 微 生 
物 达 到 对 病 忠 羔 治 的 目的 ， 目 前 已 有 将 Bt cry 基因 
转 入 枯草 芽 胞 杆菌 的 报道 (Theoduloz et al., 2003; 
刘 济 宁 等 ，2005 )， 但 未 见 将 Bt vip 基因 转 和 人 枯草 
牙 胞 杆菌 表达 的 研究 。 随 着 近年 来 夜 蛾 类 害虫 已 严 


影响 正常 的 农业 生产 活动 ( 江 池 福 等 ,1999; 黄 
东 林 等 2008; 周 利 琳 等 ,2009 ) ， 且 夜 蛾 发 生 的 最 
适 温度 也 是 痰 这 病 等 发 生 的 适宜 温度 (http: // 
icgr. caas. net. cn/ disease/11- 糖 烟 / indexyantang. htm ) , 
在 田间 我 们 常 看 到 病 虫 同 时 发 生 ， 因 而 构建 可 同时 
防治 夜 蛾 和 植物 病害 的 工程 菌株 具有 重要 的 意义 。 
dá ZERO D 168 菌株 是 模式 菌株 ， 它 可 合成 
Bacilysocin, Subtilosin, Surfactin, TasA 和 Sublancin 
168 等 多 种 抗菌 物质 ， 其 全 基因 组 已 在 GenBank 上 
发 布 (NC000964) ， 对 其 研究 可 为 枯草 芽孢 杆菌 的 
遗传 表达 分 析 提 供 理论 指导 。 村 和 草 节 胞 杆菌 BS-2 
是 我 们 分 离 自 辣椒 体内 ， 对 多 种 病害 具有 良好 防治 
作用 , 且 可 在 多 种 植物 体内 定 殖 的 菌株 ( 颜 念 万 
SF, 2004) 。 本 研究 将 vip34 基因 通过 大 肠 杆 菌 - 档 
草 芽 胞 杆菌 穿梭 载体 转 入 枯草 芽 胞 杆菌 中 表达 ， 将 
为 构建 同时 具有 杀 上 忠和 防 病 作用 的 菌株 实现 对 病 上 忠 
兼治 的 目的 提供 理论 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 菌株 和 质粒 

本 人 研究 所 用 的 菌株 和 质粒 见 表 1。 
1.2 培养 基 、 抗 生 素 与 试剂 

LB 培养 基 : tryptone 10 g, yeast extract 5 g, 
NaCl 10 g , pH {A 7.2, LA 培养 基 : TE LB 液体 
培养 基 中 加 入 琼脂 至 终 浓度 为 1. 5% 。 桔 草 芽 胞 杆 
菌 转化 培养 其 参照 Yasbin 等 (1975 ) 的 配方 略 作 修 
Wo REMAN (QIAGEN II Gel Extraction Kit) 
购 目 QIAGEN 公司 ，PFU HE RITE PS BS (lysozyme ) 
( 配 成 50 mg/mL 贮藏 液 ) 购 目 Promega 公司 ，Tag 
酶 、 限 制 性 内 切 酶 和 T, 连接 酶 均 购 目 TaKaRa 公 
司 ，DNA 和 有恒 日 质 分 子 量 标准 购 目 上 海 生 物 工 程 
有 限 公司 ， 氧 霉 素 (使 用 终 浓度 为 5 hg/mL) MA 
TONER Cfi HIE TK BE 7J 50 pg/mL) WH Sigma 公 
Hj]; 其 他 常规 试剂 参照 分 子 克 隆 第 3 版 (Sambrook 
and Russel, 2001 ) 配制 。 
1.3 供 试 昆虫 

斜纹 夜 峨 Spodoptera litura: 3€ Æ H [8] B] Bp S SEE 
化 后 ，27 -28'C 的 条 件 下 人 工 饲 养 的 健康 幼虫 。 
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表 1 本 研究 所 用 菌株 和 质粒 


Table 1 Strains and plasmids used in this study 


BERAIR A 特 性 


Strains and plasmids 


大 肠 杆菌 JM109 
Escherichia coli JM109 


recAl , supE44 , endAl 


苏 云 金 芽 胞 杆菌 | 

vip3À 
WB7 Bacillus thuringiensis WB7 
枯草 芽 胞 杆菌 BS-2 

野生 型 Wild type 
B. subtilis BS-2 e yp 
枯草 芽 胞 杆菌 168 


标准 菌株 Type strain 


B. subtilis 168 


大 肠 杆菌 -村 草 芽 胞 杆 穿梭 载体 pAD123 
B. subtilis-E. coli shuttle vector pAD123 





Cm', Amp', gfp 


穿梭 表达 载体 pAD-p-vip . 
, . Cm', Amp', gfp, vip3A 

Expression shuttle vector pAD-p-vip 
TREES] 168 vip 

ZI Cm', gfp, vip3A, 
Engineering strains 168vip 
TEE BS-2vip 

Cm', gfp, vip3A 


Engineering strains BS-2vip 


1.4 引物 设计 及 PCR 反应 

根据 168 菌株 的 核糖 体 小 亚 基 S4 和 蛋白 的 编码 
基因 (rpsD) 设 计 用 于 扩 增 启动 子 序列 的 引物 RpsF/ 
RpsR， 根 据 克 隆 的 vip34 基因 序列 (EU107765 ) i 
计 用 于 扩 增 vip34 基因 序列 的 引物 vip-F/vip-Rs 5| 
物 序 列 如 下 : 

RpsF 5'-GGAATTCGGCGGATAATTGATCTTTA 
G-3', RpsR 5'-GGAATTCCTICATATGATGAC TCCT 
CCTTTGG-3', vip-F 5'-GGAATTCCATATGAACAAG 
AATAATACTAAATTAAGC-3', vip-R 5'-GCTCTAGA 
TTACTTAATAGAGACATCGTAAAAATG-3', F RI ££ 
部 分 为 酶 切 位 点 ， 分 别 在 RpsF 上 引入 EcoR I, 
RpsR 和 vip-F 上 引入 Nde I , vip-R 上 引入 Xbal 酶 
切 位 点 。 

PCR 扩 增 仪 为 Bio-Rad MyCycler， 反 应 体系 25 
BL, d 1 kL 模板 DNA( 约 100 ng), 1 uL 引物 (10 
jmol/L) , 2 uL dNTPs( P} 2. 5 mmol/L), 2. 5 uL 
10 x PCR buffer ( & 25 mmol/L MgCl), 0.3 pL 
pyrobest ”DNA polymerase(5 U/u&L) 。 反 应 条 件 为 
9S% 预 变性 4 min, 95% 60 s, 53% 30 s, 72% 
30 s (局 动 子 ) 或 240 s (vip 和 p-vip 片段 ) 循环 
30 次 后 72C fiEfB 10 min， 最 后 冷却 至 4C 。 


Characteristics 


Source 


福建 农林 大 学 植物 保护 学 院 细 菌 研 究 室 Bacterial 


Laboratory, College of Plant Protection, Fujian Agriculture and 
Forestry University ( FAFU) 


福建 农林 大 学 植物 保护 学 院 细 菌 研究 室 Bacterial 
Laboratory, College of Plant Protection, FAFU 


福建 农林 大 学 植物 保护 学 院 细 菌 研究 室 Bacterial 
Laboratory, College of Plant Protection, FAFU 


RZ RIK SE F AT PDC BGSC of Ohio 
State University 
RZ RIK SE F AT A O a P è BGSC of Ohio 


State University 


本 研究 This study 
本 研究 This study 


本 研究 This study 


1.5 遗传 转化 与 基因 重组 

pADpvip 重组 质粒 构建 的 技术 流程 见 图 1。 
PCR 参照 Dieffenbach 和 Dveksler (1995) 的 方法 ; 
CaCl, 法 制备 大 肠 杆 菌 感 受 态 细胞 ， 质 粒 提取 、 
DNA 酶 切 、 片 段 回收 、 连 接 及 遗传 转化 采用 第 规 
方法 (Sambrook and Russel, 2001); 2 Mu TF A i 
DNA 提取 参照 Xu 和 C6té(2003 ) 的 方法 、 芽 胞 杆菌 
质粒 提取 参照 伍 赠 玲 等 (2004 ) 的 方法 、 枯 草 芽 胞 
杆菌 感受 态 细胞 制备 和 遗传 转化 参照 Yasbin 等 
(1975) 的 方法 进行 。 
1.6 工程 菌株 表达 营养 期 杀 虫 蛋白 的 SDS-PAGE 
电泳 

将 工程 菌株 和 对 照 菌 株 168-pAD123 分 别 接种 
于 含有 5 ug/mL SS RI] LB 液体 培养 基 中 ，37% 
培养 过 夜 ， 按 1% 接种 量 转 接 于 含 相应 抗生素 的 20 
mL 新 鲜 LB 液体 培养 基 中 ，37% 培养 至 对 数 生 长 
末期 ; BS 168 菌株 除了 不 加 抗生素 外 与 工程 菌株 
一 样 培 养分 别 收集 各 菌株 培养 液 12 000 r/min 离 
心 2~3 min, REŽA, MAMRE 100% 饱和 
MEA, EA TF 0.01 mol/L 的 Tris-HCl ( pH 
7.0)rp, RAEWR, 40C Tris-HCl 中 透析 ， 
3 h 换 一 次 缓冲 液 ， 至 透析 出 的 液体 加 入 BaCl, 无 
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图 1 重组 质粒 pADpvip 的 构建 


Fig. 1 Construction of recombinant plasmid pADpvip 


沉 演 产生 ， 浓 缩 收 集 蛋 日 保存 于 -20 备用 。 上 样 
前 加 入 2 x SDS-PAGE 电泳 上 样 缓冲 液 ， 于 100% 
沸水 水 浴 处 理 5 min, Ë, Z H8 Sambrook 和 
Russel (2001 ) 的 方法 取 上 清 液 进行 凝 胶 电 泳 分 析 。 
1. 7 工程 菌株 的 生物 测定 

将 各 菌株 在 平板 上 活化 后 接种 1 环 到 装 有 50 
mL LB 液体 培养 基 的 250 mL 三 角 瓶 中 (工程 菌株 
加 入 氯 霉 素 致 终 浓度 为 5 pg/mL)。37 培养 28 h 
后 ， 将 发 酵 液 稀释 10 fxbfT4E ES, SHOES 
稀释 法 配制 成 系列 浓度 进行 毒 力 测定 。 将 2 龄 幼虫 
挑 和 人 直径 10 cm 的 培养 下 中 ， 每 严 接 30 头 ， 上 履 
以 保鲜 膜 。 采 用 浸 叶 饲 喂 法 ， 将 小 白菜 叶片 剪 成 
3 cm 的 圆 片 ， 置 于 用 无 菌 水 配制 好 的 各 浓度 供 试 药 
液 浸泡 10s, BUBBTJsBUUR24 h 的 2 S2) m. 
饲 食 ， 每 严 放 入 6 片 ， 用 湿 棉 球 保湿 ， 置 于 培养 箱 
[30+ 上 1Y ，14:10 (L:D) ]. 中 饲养 观察 ， 每 个 处 理 
重复 3 次 ， 另 设 LB 培养 基 处 理 的 叶片 作对 照 ， 感 
染 48 h 和 72 h 后 检查 结果 ， 判 断 死 虫 标准 是 以 毛 
笔 轻 轻 触动 忠 体 ， 无 任何 反应 者 为 死 虫 ， 否 则 为 活 
忠 。 当 对 照 组 死亡 率 大 于 10% 时 ， 为 无 效 试验 ， 
按 下 式 计算 校正 死亡 率 : 校正 死亡 率 (%) =100 x 
(处 理 组 死亡 率 - 对照 组 死亡 率 )/(1 -对 照 组 死亡 
率 )。 采 用 DPS 软件 进行 数据 统计 分 析 。 
1.8 工程 菌株 的 生长 动力 学 

枯草 芽 胞 杆菌 168 菌株 和 工程 菌株 168vip2， 


分 别 活化 后 在 LB 平板 (后 者 需 加 入 氯 霉 素 ) 上 划 线 
培养 ， 然 后 挑 取 单 菌 落 接种 到 LB 液体 培养 基 ( 后 
者 需 加 入 氧 霉 素 ) 中 培养 过 夜 。 各 取 5 mL KAB 
心 收集 落体 ， 并 用 新 鲜 的 LB 培养 基 洗 涤 菌 体 3 次 
以 除去 抗生素 和 菌 体 代 谢 物 ， 之 后 将 菌 体 悬 浮 在 5 
mL 相同 的 培养 基 中 ， 比 色 测 定 两 菌 的 Asus Bc 
根据 洗涤 过 的 种 子 液 的 浊 度 值 对 菌 体 悬浮 液 的 体积 
加 以 调整 ， 使 两 菌株 悬浮 液 的 浓度 相当 ， 再 按 1% 
(v/v) 的 接种 量 分 别 接种 到 无 抗生素 的 LB 培养 基 
中 。 将 两 菌株 在 完全 相同 的 条 件 下 培养 ，250 mL 
三 角 瓶 装 50 mL LB 液体 培养 基 ， 于 往复 式 恒 温 振 
荡 器 上 培养 ， 振 荡 频 率 200 r/min, 温度 37% 3 
个 平行 。 每 隔 一 定时 间 取 样 并 测定 菌 体 浊 度 ， 以 光 
密度 对 数 转化 值 log (1 000 x Ago.) 为 纵 坐 标 ， 培 
养 时 间 为 横 坐 标 作 出 两 菌 的 生长 曲线 。 
1.9 工程 菌株 稳定 性 测定 

过 夜 活化 菌株 以 1% 接种 量 转 接 于 无 抗生素 
LB 液体 培养 基 中 ，37%C 200 r/min 抒 床 培养 S h, 
再 以 同样 接种 量 转 接 于 无 抗生素 LB 培养 液 ， 于 同 
样 条 件 培养 ， 如 此 重复 培养 至 50 h。 梯 度 稀释 后 涂 
布 于 无 抗生素 LB 平板 上 ，37%C 培养 至 长 出 单 菌 
落 。 随 机 选取 克隆 子 分 别 点 种 于 选择 与 非 选 择 性 
LB 平板 上 ，30% 培养 ， 单 菌落 长 出 后 ， 观 察 其 抗 
性 是 否 丢 失 ， 然 后 在 获 光 显微镜 下 观察 计数 ， 鉴 定 
工程 菌 在 非 选 择 性 压力 下 的 遗传 稳定 性 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 重组 表达 质粒 的 构建 

以 RpsF/RpsR 为 引物 ， 从 Bs 168 的 总 DNA 中 
扩 增 rpsD 基因 局 动 子 区 域 ， 得 到 了 350 bp 左右 与 
预期 大 小 一 致 的 请 段 (图 2) 。 利 用 引物 vip-F/vip-R 
从 Bt WB7 总 DNA 中 扩 增 vip34 基因 的 ORFE， 获 得 
大 小 约 2.4 kb 与 预计 产物 大 小 一 致 的 扩 增 产物 (图 
2)。 用 Nde 工分 别 酶 切 司 动 子 和 vip3A 2E SI Fr Bt, 
回收 后 用 T4 连接 酶 连接 两 个 片段 ， 然 后 以 连接 产 
物 为 模板 ，RpsF/vipR 为 引物 进行 PCR 扩 增 获得 大 
小 约 2.7 kb 的 p-vip 片段 (图 2), 用 EkcoRI1 和 Xba 
I 双 酶 切 p-vip FRAKA TA «f 5 2E HRUFT PRESE 
梭 载 体 pAD123 ， 回 收 后 用 TA 连接 酶 连接 并 转化 
JM109 ， 和 采用 碱 裂 解法 提取 克隆 子 质粒 ， 酶 切 后 的 
质粒 进行 球 脂 糖 凝 胶 电 泳 鉴定 ， 图 3 结果 表明 ， 插 
入 pAD123 的 请 段 大 小 与 预计 搬 段 大 小 一 致 ， 得 到 
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了 重组 原核 表达 质粒 pADpvip( 重 组 质粒 的 构建 流 
EWR 1) 。 为 了 避免 因 PCR 扩 增 时 发 生 的 碱 基 错 

影响 vip3A 基因 的 表达 ， 共 挑 取 6 个 死 隆子 提取 
重组 表达 质粒 进行 之 后 的 牙 胞 杆菌 转化 与 表达 
分 析 。 





图 2 vip 和 p-vip 片段 PCR 扩 增 产物 的 琼脂 糖 癣 胶 电 瀛 
Fig. 2 Agarose gel electrophoresis of PCR amplified 
products of vip and p-vip 
1-3; 阴性 对 照 Negative control; 4: DNA 分 子 量 标准 物 Gene 
Ruler! 100 bp DNA Ladder Plus; 5: 启动 子 -营养 期 杀 虫 蛋白 基因 p- 
vip; 6: 党 养 期 杀 虫 重 日 基因 vip; 7: 局 动 子 Promoter; 8: DNA 分 子 

量 标准 物 NDNA/ Hind II marker. 


bp 
6 557 
4361 


2 322 





图 3 重组 质粒 pADpvip 的 限制 性 酶 切 鉴定 
Fig. 3 Restriction enzyme analysis of 
recombinant plasmid pADpvip 
1; DNA 分 子 量 标准 物 ADNA/Hind ll. marker; 2; 重组 质粒 的 EcoR 
L/ Xba 工 双 酶 切 pADpvip digested with EcoR I and Xba I ; 3: 重组 质 
粒 pADpvip. 


2.2 工程 菌 的 构建 

将 获得 的 重组 质粒 采用 枯草 芽 胞 杆菌 普通 转化 
方法 转化 168 菌株 和 BS-2 菌株 ， 然 后 涂 布 于 含 氧 
霉 素 的 平板 上 筛选 转化 子 ，37% 培养 ， 挑 取 转 化 子 
用 vip-F/vip-R 引物 进行 菌落 PCR， 从 图 4 中 可 知 
转化 子 中 可 以 扩 增 出 明亮 的 vip34 基因 片段 条 带 ， 


表明 vip3A 基因 和 转 已 成 功 转化 到 枯草 牙 胞 杆菌 168 
和 BS-2 WHR o 





图 4 HEF vip HE POR 扩 增 产物 的 球 脂 糖 凝 胶 电 访 
Fig. 4  Agarose gel electrophoresis of PCR amplified 
products of vip from clones 
1: 阴性 对 照 Negative control; 2: 阳性 对 照 Positive control; 3: DNA 
分 子 量 标准 物 ADNA/Hind lll marker; 4 - 6: BS2 菌株 的 转化 子 
Transformants of BS-2 strain; 7 -8: 168 菌株 的 转化 子 Transformants of 


168 strain. 


2.3 VIP £€& B SDS-PAGE 电泳 分 析 

工程 菌株 168vipl, 168vip3, 168vip5, 
168pAD123 和 标准 菌株 168 培养 上 清 液 中 的 和 蛋 日 
SDS-PAGE 电泳 结果 表明 ,工程 阔 168vipl, 
168vip3 在 88 kDa 左右 均 有 和 蛋白 条 带 ， 与 VIP 蛋白 
理论 分 子 质量 相近 ， 而 工程 菌 168vip5 和 只 转 和 人 不 
含 vip 基因 穿梭 载体 的 168pAD123 菌株 与 标准 菌株 
168 W ERER ERA HMHR, RHI aR 
胞 杆菌 营养 期 杀 虫 和 蛋白 转化 枯草 芽 胞 杆菌 168 APR 
后 在 部 分 克隆 子 中 得 到 了 表达 ; 55h, vip3A 基因 
转化 BS-2 阔 株 后 得 到 BS-2vipl 和 BS2vip3 LA 
株 没 有 VIP ERRAT, RHH aer TA E a 
共 忠 重 日 在 野生 型 枯草 芽 胞 杆菌 BS-2 菌株 中 没有 
得 到 正常 表达 (图 5). 
2.4 工程 菌 的 杀 虫 活性 筛选 

分 别 挑 取 vip34 基因 表达 载体 转化 枯草 芽 胞 杆 
P 168 菌株 和 BS-2 菌株 的 PCR 阳性 克隆 子 进行 杀 
虫 活性 筛选 ， 从 表 2 中 可 知 vip34 基因 转化 枯草 芽 
胞 杆菌 168 菌株 的 6 个 PCR 阳性 克隆 子 中 仅 有 1 

六 菌株 不 表现 杀 虫 活性 ， 其 余 有 5 个 菌株 均 表 现 出 

较 好 杀 虫 作用 ， 且 各 菌株 之 间 差 异 不 显著 ， 处 理 后 
72 h 对 斜纹 夜 峨 2 龄 幼虫 有 87.64% ~ 92.1396 的 
杀 虫 效果 ， 这 可 能 是 由 于 vips A 基因 PCR 扩 增 时 发 
生 了 碱 基 错 配 使 168vip5 无 法 正常 表达 VIP EHO 


5 期 ERAS SESE. Da EA T A ZERHZR 8188 E14 DNI vip3A 在 枯草 芽 胞 杆菌 中 的 表达 513 





图 5 VIP 和 蛋白 在 168 菌株 中 表达 的 SDS-PAGE 分 析 
Fig. 3 SDS-PAGE analysis of the VIP produced in 


Bacillus subtilis strain 168 


1: 168; 2: 168-vipl ; 3: 168-vip3; 4: 168-vip5; 5: 168pAd123; 6, 9; 


蛋白 质 分 子 量 标准 物 Protein molecular weight Marker; 7, 8: BS-2-vip. 


而 vip34 基因 转化 BS-2 菌株 的 6 个 阳性 殉 隆子 均 不 
RARER, Æ H F pADI23 质粒 无 法 满足 
vip34 JE ETE SEE dii SE ZEB  BS-2 菌株 中 表达 ， 
还 是 BS-2 菌株 使 VIP 蛋白 无 法 正常 发 挥 功能 有 待 
于 进一步 研究 。 
2.5 工程 菌 的 毒 力 测定 

以 168vip2 菌株 为 研究 对 象 进一步 测定 工程 菌 
株 发 酵 液 对 斜纹 夜 蛾 2 龄 幼虫 的 致死 中 浓度 ， 测 定 
结果 表明 ， 工 程 菌 杀 虫 速效 性 较 差 ， 不 论 是 高 浓度 
还 是 低 浓度 阔 液 24 h 内 均 无 明显 的 杀 虫 效果 ， 人 处 
理 48 h 后 高 浓度 表现 出 较 好 的 杀 上 虫 效 果 ， 随 着 浓 
度 的 降低 杀 虫 效果 显著 下 降 。 工 程 阔 发 酵 液 饲 喂 斜 
纹 夜 蛾 2 龄 幼虫 48 h 和 72 h 的 毒 力 回归 方程 见 表 
3, 2 条 毒 力 回 归 曲 线 的 卡 方 测验 己 值 均 大 于 0. 05, 
表明 所 得 毒 力 回 归 曲 线 合 适 ，48 h 和 72 h 的 致死 
中 浓度 分 别 是 0. 0390 和 0. 0194 mL/mL, 
2.6 生长 动力 学 曲线 的 测定 

BS 168 和 工程 菌株 168vip2 在 LB 液体 培养 基 
中 的 生长 动力 学 曲线 如 图 6 所 示 。 这 两 个 菌株 在 生 


R2 工程 菌 对 斜纹 夜 蛾 2 龄 幼虫 的 杀 虫 效果 


Table 2 Insecticidal effect of engineering strains to the 2nd instar larvae of Spodoptera litura 


处 理 供 试 虫 数 
Treatment Number of larvae tested 死亡 率 (% ) 
Mortality 
168vipl 90 76. 67 x1.92 
168vip2 90 84. 44 x 2. 94 
168 vip3 90 70. 00 +3. 33 
168vip4 90 80. 00 € 3. 85 
168vip5 90 2.22 x1. 11 
168vip6 90 77.78 +4. 84 
168pAd123 90 0. 00 +0. 00 
168 90 0. 00 +0. 00 
BS2vipl 90 1. 11 «1. 11 
BS2vip2 90 0. 00 +0. 00 
BS2vip3 90 1. 11 «1. 11 
BS2vip4 90 0. 00 +0. 00 
BS2vip5 90 2.22 x1. 11 
BS2vip6 90 0. 00 +0. 00 
BS2pAD123 90 0. 00 +0. 00 
BS-2 90 0. 00 +0. 00 
CK 90 0. 00 +0. 00 








72 h 
校正 死亡 率 (% ) 死亡 率 (% ) 校正 死亡 率 (% ) 
Corrected mortality Mortality Corrected mortality 
76. 67 x1. 92 be 90. 00 +3. 33 89. 80 +3.37 a 
84. 44 +2.94 a 92. 22 +2. 94 92.13 +2. 97 a 
70. 00 x3.33 c 88. 89 +2. 22 88.76 +2.25 a 
80. 00 +3. 85 ab 87. 78 +4. 84 87. 64 +4.90 a 
2.22+1.1ld 2.22 +1.11 1.12 x1. 12 b 
77.78 x4. 8A b 91.11 +2.22 91.01 +2.25 a 
0. 00 +0. 00 d 0. 00 +0. 00 -1.12 +0. 00 b 
0. 00 +0. 00 d 1.11 +1.11 0.00 +1.12 b 
1.11+1.11d 3. 33 +1. 92 2.25 x1.95 b 
0. 00 +0. 00 d 0. 00 +0. 00 -1.12 x0.00 b 
1.11 x1. 11 d 1. 11 «1. 11 0.00 x1. 12 b 
0. 00 +0. 00 d 1.11 x1. 11 0.00 x1. 12 b 
2.22 x 1.11 d 2.22 x1. 11 1.12 x1. 12 b 
0. 00 +0. 00 d 0. 00 +0. 00 -1.12 x0.00 b 
0. 00 +0. 00 d 1.11 x1. 11 0.00 x1. 12 b 
0. 00 +0. 00 d 0. 00 +0. 00 -1.12 x0.00 b 
1.11 x1. 11 


表 中 数据 为 均值 土 标准 误 , 同 栏 的 相同 字母 表示 新 复 极 差 测验 不 显著 (P >0.05，Duncan 氏 检 验 ) Data are means + SE. Values followed by the 


same letters within a column are not significantly different ( P >0. 05; Duncan’ s test). 
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RI 工程 菌 168vip2 对 和 斜纹 夜 蛾 2 龄 幼虫 的 工 Ca 
Table 3 The LC;, of engineering strain 168vip2 to the 2nd instar larvae of Spodoptera litura 


时 间 (h) 相关 系数 回归 方程 式 
Time Relationship coefficient Toxic regression formula 
48 0. 9960 y =6. 6928 +1.2016x 
72 0. 9974 y =6. 9680 + 1. 1498x 


长 过 程 中 ， 生 长 曲线 的 变化 趋势 大 致 相同 。 从 菌 体 
生长 的 对 数 曲 线 上 可 以 看 出 ， 在 上 述 的 接种 培养 条 
件 下 ，BS 168 菌株 在 接种 后 60 min 时 进入 指数 生 
KH, 4 h 后 指数 生长 期 结束 ， 而 168vip2 80 min 
时 进入 指数 生长 期 ， 指 数 生 长 期 结束 于 5 h, kE 
生 菌 浪 后 了 1 ph 左右。 根据 生长 曲线 ，BS 168 MI 
FEWER 168vip2 在 LB 培养 基 中 生长 时 ， 其 代 时 分 
别 为 0.60 h 410. 74 h,， 标记 菌株 代 时 延长 23.3% , 
说 明 外 源 基 因 转 入 后 的 菌株 生长 浪 后 、 生 长 速度 


3.5 

3.3 

3.1 
T 29 
Š 2.7 
Š 25 —a— BS 168 
二 23 —ma— 168vip 
4 21 





1.5 
1/3 2/3 


1 4/3 2 3 4 5 6 7 8 
时 间 Time (h) 
图 6 BS 168 和 168vip2 菌株 的 生长 曲线 
Fig. 6 Growth curve of Bacillus subtilis 168 and 168vip2 


2.7 质粒 遗传 稳定 性 测定 

携 市 重组 质粒 pADpvip 的 菌株 168vip2 在 无 抗 
VE LB 液体 培养 基 中 培养 50 h 后 ,稀释 涂 于 LB JE 
选择 性 平板 上 ， 培 养 至 长 出 单 菌 落 ， 随 机 挑 取 300 
个 单 菌落 分 别 在 选择 性 和 非 选 择 性 培养 基 上 作 影 印 
对 比 点 种 试验 ， 结 果 表 明和 氯 霉 素 抗 性 标记 的 保持 率 
为 88% 。 由 于 pAD123 质粒 上 带 有 一 个 不 含 启 动 子 
的 gfp 基因 阅读 框 ， 在 质粒 pADpvip 中 启动 子 和 wip 
基因 序列 插入 了 gep 基因 的 上 游 ，gfp 基因 和 vip 基 
因 是 共 转 录 的 ， 所 以 在 工程 菌 中 表达 vip 基因 的 同 
时 gfp 基因 也 得 到 表达 。 通 过 荧光 显微镜 观察 表明 
氯 霉 素 抗 性 标记 保持 的 菌株 在 蓝光 下 都 能 发 出 绿色 
菊 光 ， 不 抗 氯 霉 素 的 菌株 均 不 产生 绿色 荧光 ， 表 明 
SUB ER DE IO PUER BDAR E 43 Joi 3 T -vip-gfp 组 件 。 
如 果 以 代 时 0.74 h 计算 ， 则 每 代 的 质粒 保持 率 约 


卡 方 测验 P 值 LCso value 95% 置信 区 间 
P value of y? test ( mL/mL) 95% Confidence limits 
0. 9034 0. 0390 0. 0294 - 0. 0510 
0. 9343 0. 0194 0. 0127 — 0. 0265 


为 99.8% ,表明 质粒 在 受 体 阔 中 基本 可 以 稳定 
遗传 。 


3 讨论 


芽 胞 杆菌 是 重要 的 农业 微生物 ， 广 泛 存在 于 土 
壤 、 植 物 根 际 和 叶 围 及 植物 体内 ， 许 多 天 然 分 离 菌 
株 能 够 促进 植物 生长 且 可 产生 多 种 抗菌 物质 ， 是 植 
物 有 害 生物 生 防 菌株 的 重要 来 源 ， 许 多 具有 优良 性 
状 的 菌株 已 成 功 应 用 于 植物 病虫害 的 生物 防治 ， 目 
前 应 用 的 种 类 主要 有 苏 云 金 芽 胞 杆菌 、 村 草 芽 胞 杆 
菌 、 腊 质 芽 胞 杆菌 、 地 衣 芽 胞 杆 落 等。 枯草 芽 胞 杆 
菌 对 人 冀 安 全 ， 是 一 种 在 植物 生产 、 冀 群 养殖 、 生 
态 环 保 以 及 工业 和 医药 等 领域 均 有 良好 应 用 前 景 的 
芽 胞 杆菌 。 通 过 现代 生物 技术 提高 生 防 枯草 芽 胞 杆 
菌 菌株 的 持 抗 性 能 、 扩 大 其 防治 对 象 ， 已 成 为 研究 
热点 。 本 研究 将 苏 云 金 杆 苗 彰 养 期 杀 虫 重担 基因 转 
入 枯草 芽 胞 杆 亢 168 KR, KIT vip 基因 在 枯草 
芽 胞 杆菌 标准 菌株 中 的 高 效 表 达 ， 为 构建 工程 菌 将 
枯草 芽 胞 杆菌 与 其 他 微生物 的 优良 特性 整合 在 一 起 
提供 了 基础 。 

由 于 枯草 牙 胞 杆菌 野生 菌株 中 影响 外 源 基因 表 
达 的 因素 较 多 ， 不同 菌株 也 存在 一 定 的 差异 ， 人 往往 
会 因 各 种 因素 而 造成 外 源 基 因 表 达 受 阻 。 在 枯草 芽 
胞 杆菌 中 表达 外 源 和 蛋白 主要 的 影响 因素 之 一 是 其 蛋 
日 酶 的 水 解 作用 。 枯 草 芽 胞 杆菌 的 胞 外 分 泌 功 能 非 
常 发 达 ， 从 标准 菌株 整个 基因 组 估算 大 约 可 合成 
4107 种 蛋白 ， 按 电脑 预测 其 中 有 25% 的 和 蛋白 是 可 
输出 胞 外 的 (Tialsma et aL, 2000)。 大 多 数 情况 下 
枯草 芽 胞 杆菌 分 泌 的 是 酶 ， 其 中 有 多 种 蛋白 水 解 
酶 ， 这 些 酶 会 降解 外 源 和 蛋白 (Simonen and Palva, 
1993) 。 而 且 不 仪 仅 胞 外 分 泌 和 蛋白 使 外 源 和 蛋 日 表达 
产物 降解 ， 细 胞 腊 和 细胞 壁 上 的 分 泌 重 日 质量 控制 
系统 也 会 降解 外 源 和 蛋白 (Tjalsma et al., 2000), 
此 在 野生 型 档 草 芽 胞 杆菌 内 表达 外 源 和 储 日 相当 困 
难 ， 为 了 提高 外 源 和 蛋白 的 表达 一 系列 蛋白酶 基因 的 
突变 体 相继 被 构建 (Wong，1995 ) ， 但 对 于 植物 病 
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其 生 防 效果 尚 没有 相关 人 研究 。 本 人 研究 将 vip 基因 转 
入 具有 展 好 防 病 效 果 的 BS-2 菌株 后 在 SDS-PAGE 
中 没 检 测 到 相应 的 重 白 条 人 带 ， 工 程 画 杀 虫 效 采 检 测 
也 不 表现 活性 ， 是 没有 表达 还 是 表达 后 被 降解 或 是 
其 他 原因 还 有 竺 进一步 研究 。 

用 PCR 扩 增 基因 进行 表达 人 研究 时 往往 会 发 生 
碱 基 错 配 导致 基因 无 法 正常 表达 。 本 人 研究 选择 枯草 
芽 胞 杆菌 核糖 体 蛋 折 的 启动 子 进行 高 效 杀 虫 蛋白 的 
表达 ， 根 据 DNA 序列 分 别 设 计 司 动 子 和 vip 基因 
ORF 序列 扩 增 的 特异 引物 ， 通 过 Nde I 酶 切 位 点 将 
HFA vip 基因 的 ORF 连接 ， TAE T zs 24 
杆菌 萌 养 期 杀 虫 重 日 基因 表达 盒 。 为 了 避免 PCR 
引起 的 错 配 ， 首 先 采 用 Taq plus DNA 高 你 真 聚 合 
酶 进行 DNA 扩 增 ; 其 次 ， 提 取 了 多 个 克隆 子 的 重 
组 质粒 转化 村 昔 牙 胞 杆菌 ， 通 过 杀 虫 效果 和 SDS- 
PAGE 筛选 表达 VIP 重 晶 的 工程 菌株 ; 最 后 ， 选 择 
一 个 往 选 出 来 的 重组 质粒 进行 测序 ， 证实 了 局 动 子 
与 vip 基因 连接 及 序列 的 正确 性 。 实 验 中 vip 基因 
转 人 配 草 芽 胞 杆 兰 标准 菌株 168 后 ,个 别 PCR. FH 
性 菌株 不 表达 相应 的 杀 虫 重 日 ， 这 可 能 是 由 于 
DNA 聚合 酶 延伸 时 发 生 了 错 配 或 是 DNA 操作 过 程 
中 紧 外 照射 引发 了 碱 基 突 变 ， 使 得 基因 无 法 正常 表 
达 ， 因 此 在 进行 基因 表达 人 研究 时 必须 采取 多 种 措施 
保证 基因 正常 表达 。 

野生 型 档 草 芽 胞 杆菌 由 于 其 遗传 修饰 系统 比较 
复杂 ， 造 成 其 遗传 转化 效率 很 低 甚至 不 能 转化 
( Westers et al.，2003 ) 。 本 研究 构建 了 重组 穿梭 表 
达 质 粒 ， 能 有 效 转化 模式 菌株 168 并 表现 良好 的 杀 
虫 效果 ,但 转化 效率 很 低 ( 约 1 x 107 ~3 x10 cfu/g 
DNA), WX BRA BUS ZEE BS2 菌株 ， 
其 转化 率 更 低 ， 也 反映 了 野生 型 菌株 基因 操作 的 复 
杂 性 。 如 何 对 其 遗传 修饰 系统 进行 改造 提高 转化 率 
和 工程 阔 稳 定性 ， 也 是 构建 高 效 表 达 工 程 阔 所 需 探 
讨 的 问题 。 

苏 云 金 牙 胞 杆菌 制剂 具有 无 残留 污染 、 对 靶 标 
害虫 高 度 专 一 性 和 对 非 靶 标 生 物 安 全 的 优点 ， 和 被 广 
泛 应 用 于 农林 害虫 的 生物 防治 , 产生 了 巨大 的 社会 
和 经 济 效 益 。 将 其 编码 杀 虫 蛋 日 的 基因 导入 生 防 村 
草 芽 胞 杆菌 中 ,构建 病 虫 兼 治 的 基因 工程 阔 具 有 广 
阔 的 应 用 前 景 。 人 们 也 试图 构建 出 病 忠 兼治 的 优 展 
TER, Theoduloz 等 (2003 ) 曾 将 苏 云 金 牙 胞 杆菌 
cry1Ab 基因 转 人 顶 草 芽 胞 杆 调 得 到 表达 ; 刘 济 宁 等 
(2005) 在 枯 章 芽 胞 杆 瑚 中 成 功 表 达 crylAc 基因 


颜 念 龙 等 (2004) 也 将 苏 云 金 芽 胞 杆 苦 与 枯草 芽 胞 
杆菌 BS-2 菌株 通过 原生 质 体 融合 得 到 含有 vip3A 基 
和 杀 小 沫 蛾 活性 融合 子 ， 但 没有 明确 vip34 基因 
的 表达 情况 。 为 了 进一步 明确 vip34 基因 在 枯草 芽 
胞 杆菌 中 表达 ， 本 人 研究 采用 基因 操作 的 方法 将 Bt 
vip34 基因 转 入 不 同 档 草 芽 胞 杆菌 菌株 中 ,但 VIP 
和 蛋 日 仅 在 标准 菌株 中 得 到 表达 ， 而 在 具有 良好 防 病 
功能 的 野生 型 菌株 BS-2 中 没有 得 到 表达 。 为 了 得 
到 VIP 和 蛋 日 高 效 表 达 的 病 虫 兼 治 工 程 商 ， 今 后 可 开 
展 以 下 儿 项 工作 : 明确 野生 菌株 BS-2 的 遗传 修饰 
情况 并 对 其 进行 相应 的 改造 ; 将 vip 基因 转 入 其 他 
具有 高 效 防 病 作 用 的 菌株 中 ; 将 vip 基因 整合 到 村 
草 芽 胞 杆菌 的 染色 体 上 与 其 本 身 的 蛋白 进行 融合 
表达 。 
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